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摘要 : Wolbachia 是 一 种 广泛 分 布 于 节 胶 动物 体内 的 共生 细 贡 ,该 共生 菌 经 寄主 卵 的 细胞 质 传播 并 参与 多 种 寄主 生殖 
活动 调控 ， 对 节 胶 动物 的 物种 进化 有 着 重要 意义 并 可 能 应 用 于 害虫 的 生物 防治 。 本 研究 以 柑 桔 黄龙 病 
(Huanglongbing，HLB) 的 主要 传播 媒介 一 柑 桔 木 乱 Diaphorina citri 为 研究 对 象 , 通过 Wolbachia 的 16S rDNA 、 细 胞 
分 裂 基 因 (fisZ)、 表 面 蛋 日 基因 (wsp) 的 特异 引物 对 来 自 于 中 国 广西 北海 、 广 西柳 州 、 广 东 深 圳 、 广 东阳 春 、 福 建 福 
州 5 个 地 区 的 柑 桔 木 虱 进行 PCR 扩 增 , 并 对 扩 增 产物 进行 克隆 测序 , 与 GenBank 中 相关 序列 进行 比 对 分 析 , 建立 了 
FERRE Wolbachia 的 系统 发 育 树 。 结 果 显 示 上 述 5 个 地 区 的 柑 桔 木屋 均 存 在 Wolbachia 感染 , 通过 Wolbachia 
的 16S rDNA, fisZ 基因 和 wsp 基因 DNA 序列 的 系统 发 育 分 析 表 明 , 5 个 地 区 的 柑 桔 木屋 体内 的 Wolbachia 均 属于 B 
组 ; 基于 ?sp 基因 的 系统 发 育 分 析 进 一 步 表 明 5 个 地 区 的 亚洲 柑 桂 木 虱 体内 的 Wolbachia 属于 B 组 的 Con 亚 组 , HA 
同 地 区 柑 桔 木 乱 体内 的 Wolbachia 的 16S rDNA, fisZ 基因 和 wsp 基因 序列 差异 不 明显 。 研 究 结果 为 认识 柑 桔 黄龙 病 
传播 媒介 昆虫 的 进化 及 其 综合 防治 提供 了 重要 的 参考 依据 。 
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Detection and phylogenetic analysis of Wolbachia in the Asian citrus psyllid 
( Diaphorina citri) (Homoptera: Psylloidea) populations in partial areas in 
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Abstract: Wolbachia is a common and widespread group of symbiotic bacteria found in arthropods, which is 
transmitted through the egg cytoplasm and can manipulate reproduction in their hosts in various ways. So, it 
has important potential significance on the research of evolution of arthropods and may be used in pest bio- 
control. Taking the Asian citrus psyllid ( Diaphorina citri), the vector of the Huanglongbing ( HLB ) 
pathogen, as the research object, we detected the natural populations of Diaphorina citri from five areas, 
i. e., Beihai and Liuzhou in Guangxi, Shenzhen and Yangchun in Guangdong, and Fuzhou in Fujian, based 
on PCR amplification, cloning and sequencing of 16S rRNA, fisZ and wsp genes. The obtained sequences 
were aligned with the published ones in database of NCBI, and the phylogenetic relationships among 
Wolbachia types found in D. citri and other insect species were analyzed. The results indicated that all the 
five populations of D. citri were infected by Wolbachia. The three gene sequences of Wolbachia and the 
phylogenetic tree analysis showed that Wolbachia population in D. citri belongs to supergroup B. Further 
phylogenetic analysis based on the wsp gene sequences showed that the Wolbachia of D. citri belongs to Con 
subgroup. The 16S rRNA, fisZ and wsp gene sequences were almost identical in the five geographic 
populations, respectively, and the identity is up to 99% , showing that these three gene sequences of 
Wolbachia in different geographic populations of D. citri had no significant difference. The results can 
provide useful information for understanding evolution of citrus psyllids and their integrated control. 
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Wolbachia 3&— 2S VA T AR Be 23 78 if E 
呈 母 系 遗 传 的 细胞 质 共 生 细 菌 , JT REDE ERE] 
( Proteobacteria) 的 a WI) ( Werren, 1997; 
Stouthamer et al.，1999 ) 。 它 们 能 感染 昆虫 纲 、 蛛 形 
纲 、 甲 学 纲 和 丝 状 线虫 等 动物 , 感染 率 高 达 16% ~ 
76% (Rowley et al., 2004) 。 该 菌 能 对 被 感染 昆虫 等 
方 肢 动 物 的 生殖 方式 进行 调控 , 包括 诱导 胞 质 不 亲 
Fil ( cytoplasmic incompatibility). i = $M JE AE 58 
vs S ONE 性 化 
(feminizing) ~ Z& HE ( male-killing ) 等 生殖 调节 作用 
( O'Neill et al., 1997; Werren, 1997; Ngi-Song et al., 
1998) , 这 在 物种 分 化 等 研究 上 有 着 重要 意义 ,而 
日 可 能 在 有 害 生物 的 防治 上 具有 潍 在 的 作用 ， 如 利 
用 Wolbachia 共生 细菌 干扰 丝 虫 对 病毒 的 传 带 而 使 
某 些 疾病 得 到 控制 ; 害虫 生物 防治 中 所 用 的 寄生 蜂 
被 孤 肉 生殖 Wolbachia 共生 后 , 可 诱导 孤 肉 生殖 ， 
使 寄生 蜂 生 殖 率 提高 而 使 生 防 效能 增强 ( SES S, 
2002) mi Wolbachia 对 其 答 主 的 调控 和 和 宿主 基因 
组 对 这 些 调控 的 反应 可 能 上 暗含 着 性 别 决定 的 进化 、 
物种 形成 和 共生 关系 的 重要 机 理 ( Breeuwer and 
Werren, 1990; Rigaud and Juchault, 1993; Hurst and 
Schilthuizen, 1998) , 因此 近年 来 Wolbachia 受到 系 
统 进化 生物 学 家 和 害虫 生 防 领域 专家 的 广泛 关注 。 

Wolbachia 还 不 能 在 寄主 体外 获得 纯 培 养 ， 所 
以 需要 借助 于 分 子 系统 学 方法 进行 研究 。 目 前 用 于 
Wolbachia 系统 发 育 研究 的 目的 基因 ,其 中 包括 16S 
rDNA、23S rDNA、 细 胞 分 裂 和 蛋白 基因 fisZ、 细 菌 热 
EBD groE 和 Wolbachia 表面 蛋白 基因 wsp 
( O' Neill et al., 1992; Rousset et al., 1992; Werren 
et al., 1995; Masui et al., 1997; Braig et al., 1998) , 
ZEF 16S rDNA FI fisz 序列 的 系统 发 育 分 析 将 已 知 
的 Wolbachia 分 为 A~H 8 个 组 (Werren et al., 
1995; Vandekerchove et al., 1999; Lo et al., 2002; 
Czarnetzki and  Tebbe, 2004; 
Rosengaus, 2005; Sakamoto et al., 2006), H.rp2i X 
多 数 昆 虫 感染 的 Wolbachia 属于 A 和 B ZH ( Werren 
et al., 1995) ,线虫 感染 的 Wolbachia 属于 C Fl D 2H 
(Bandi et al., 1998) ， 弹 尾 目 昆 虫 感染 的 Wolbachia 
属于 EE 组 (Vandekerckhove et al., 1999; Lo et al., 
2002; Czarnetzki and Tebbe, 2004) , FLAN. WRK. 5i 
Hg Ye AX) Wolbachia Æ F F 组 (Lo et al., 2002; 
Rasgon and Scott, 2004; Sakamoto et al., 2006), [ia 
后 Rowley 等 人 于 2004 45: 2 RACAL E Bp ERE K 
Wolbachia 为 A ~ F 组 之 外 的 组 群 ,并 定 其 为 G 组 ， 


( parthenogenesis-inducing )、 


Bordenstein and 
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It H 4% Zootermopsis nebadensis 和 Zootermopsis 
angusticollis 感染 的 Wolbachia # HA H 组 
( Bordenstein and Rosengaus, 2005), 。 目前 报道 wsp 
基因 是 Wolbachia 基因 中 进化 最 快 的 基因 , 被 广泛 
应 用 于 Wolbachia 组 及 组 以 下 类 群 的 检测 和 分 子 鉴 
yI] ( Braig et al., 1998; Zhou et al., 1998; Jeyaprakash 
and Hoy, 2000; Fukatsu et al., 2003), 4EF wsp 基 
因 序 列 的 系统 发 育 , 将 Wolbachia Bj A. B 组 细 分 为 
12 个 亚 群 (Zhou et al., 1998), Æ Zhou 的 基础 上 ， 
van Meer 等 (1999 ) 以 及 Jeyaprakash 和 Hoy ( 2000 ) 
将 A 群 已 增加 到 10 SAE, B 群 增加 到 11 个 群 。 

TH fà ZK SU Diaphorina citri J&R F Wj A A 
( Homoptera) RAP} ( Chermidae) , 24445 EE JE a BJ 
主要 传播 媒介 , 也 是 严重 的 柑 桔 害虫 之 一 。 目 前 国 
内 外 关于 Wolbachia 与 柑 桂 木 虱 共 生 的 报道 很 少 ， 
日 本 曾经 有 柑 桂 木 虱 存 在 被 Wolbachia 感染 的 报道 
( Subandiyah et al., 2000) , 但 并 未 深入 人 研究。 国内 
未 见 正 式 报 道 。 

本 文 应 用 PCR 技术 对 采 自 中 国 广西 北海 、 广 
PEMD. SAR BRI, AR BAAR. 福建 福州 年 主要 村 
T ^ BUB AH HG AR SUR AY Wolbachia 进行 了 检测 ， 并 
对 Wolbachia 的 16S rRNA, fisZ 和 wsp 基因 进行 了 
克隆 与 序列 测定 。 通 过 与 已 知 昆虫 的 16S rRNA, 
fisz 和 wsp 基因 序列 进行 比 对 分 析 , 确定 亚洲 柑 桂 
AK BLE A Wolbachia 进化 位 置 ， 旨 在 为 认识 
Wolbachia 与 寄主 木 玛 的 协同 进化 及 洲 在 的 生物 防 
治 作用 更 定 基 础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 来 源 

研究 所 用 的 亚洲 柑 村 木 虱 采 目 广西 北海 、 广 西 
柳州 、 广 东 深 圳 、 广 东阳 春 和 福建 福州 携带 柑 枯黄 
龙 病 果园 的 柑 村 植株 , 或 黄龙 病 疫 区 的 木 虱 寄主 九 
里 香 Murraya psniculata (L. ) Jacks 植株 。 利 用 自制 
HAZ BUR AEn El BOBO T AN SUN HR, BORE ZN LE 
同 嫩 梢 一 起 采摘 , 市 回 实验 室 处 理 。 
1.2 亚洲 柑 桔 木 虱 总 DNA 的 提取 

随机 挑 取 各 地 的 亚洲 柑 桂 木 异 各 20 3k, 分 别 
放 入 1.5 mL 离心 管内 用 烧结 封口 的 1 mL 塑料 头 尖 
揭 碎 后 ， 加 入 400 uL 65°C 预 热 的 CTAB 抽 提 液 
65C KÝ 30 min。 加 入 等 体积 25:24:1 WH: A 
仿 : 异 戊 醇 混 匀 ,10 000 r/min 离心 5 min， 取 上 相 加 
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表 1 HARARE oS 


Table 1 The collecting information of citrus psyllids 


种 群 代码 采集 地 点 经 纬度 
Population Collecting locality Longitude 
code and latitude 
Jb? 
BH 三 西北 海 21/109 
Beihai, Guangxi 
西柳 州 
LZ | WB» 24/109 
Liuzhou, Guangxi 
注 建 福州 
FZ HER 26/119 
Fuzhou, Fujian 
< BA 
YC | AE 22/111 
Yangchun, Guangdong 
:深圳 | 
SZ io 22/114 


Shenzhen, Guangdong 


入 等 体积 的 25:24:1 WR: AD: 异 戊 醇 重复 抽 提 ， 
10 000 r/min 离心 5 ming BEAR A UNIQ-10 微 
滤 柱 (Sangon， 上 海 )10 000 xg 离心 1 min; Hj 7096 
乙醇 清洗 两 次 ,最 后 同 柱 中 加 入 50 pL ddH,0 
10 000 x g 离心 1 min BELA BL DNA, 所 得 即 为 
PCR 扩 增 模板 。 

1.3 PCR 扩 增 目的 基因 

PCR 扩 增 16S rRNA 基因 片段 : 16S rDNA 通用 
引物 采用 : 上 游 引 物 16SwolF(5’-TTGTAGCCTGCTAT 
GCTATAACT-3 和 下 游 引 物 16SwolFR( 5'-GAATAGG 
TATGATTTTCATGT-3') ( O'Neill et al., 1992), 。 扩 增 
反应 体系 为 25 pL, 包括 : 2 uL DNA 模板 , 17.3 pL 
ddH,O, 10 x 缓冲 液 2.5 uL, 25 mmol/L MgCl,1.5 pL, 
10 mmol/L dNTPs 0.5 uL, 25 umol/L. 上 游 和 下 游 3 引物 
各 0.5 uL, 5 U/L Taq DNA 聚合 酶 0.2 uL, PCR f 
FR: 94% 预 变性 3 min, 35 个 循环 (94%C , 45 s; 52°, 
45 s; 72C , 90s) JG, 72°C 延伸 10 min, 

PCR 扩 增 fisZ 基因 片段 : fisz 通用 引物 采用 
Werren 等 (1995 ) : 上 游 引 物 fisZ F(5'-GTTGTCGCA 
AATACCGATGC-3) 和 下 游 引 物 fisZ R(S'-CTTAAG 
TAAGCTGGTATATC-3’), PCR 扩 增 反应 体系 为 
25 uL, 包括 : 2 uL DNA 模板 , 17.3 pL ddH,O, 10 
x 缓冲 液 2.5 uL, 25 mmol/L MgCl, 1.5 uL, 
10 mmol/L dNTPs 0.5 uL, 25 jmol/L 上 游 和 下 游 引 
Y% 0. SuL, 5 U/uL Taq DNA 聚合 酶 0.2 uL, PCR 
程序 : 95C 预 变性 3 min, 35 个 循环 (9S$%C 30 s; 
52*C, 30 s; 72% , 90 s) 后 , 72% 延伸 10 min, 

PCR 2 38 wsp FEE Hr Bz: wsp 的 扩 增 引物 采用 
(Braig et al., 1998): 上 游 引 物 wsp8lF (5'"- 
TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3') 和 下 游 引 物 
wsp691R (S'-AAAAATTAAACGCTACTCCA-3'), PCR 


采集 时 间 HUE) 寄主 植物 
Collecting Number of Host plants 
time psyllids 
: YA 
2008. 12 100 RATHER 
Citrus sinensis 
里 
2008. 11 100 AS 
Murraya paniculata 
里 
2009. 01 100 AB 
M. paniculata 
: YA 
2008. 09 100 ANGIE SK 
C. sinensis 
里 
2008. 08 100 AB 


M. paniculata 


扩 增 反应 体系 为 25 uL, 包括: 2 pL DNA 模板 ， 
17.3 uL ddH,O, 10 x 缓冲 液 2.5 uL, 25 mmol/L 
MgCl, 1.5 uL, 10 mmol/L dNTPs 0.5 uL, 25 pmol/L 
上 游 和 下 游 引物 各 0.5 pL, 5 U/uL Taq DNA 聚合 
酶 0.2 uL, PCR 程序 : 95°C HAE TE 3 min, 35 个 循 
H(94C , 1 min; 54C, 1 min; 72C, 1 min) 后 ， 
72°C 延伸 10 min, 

分 别 取 上 述 PCR 扩 增 产物 8 uL 点 样 于 含 涡 化 乙 
$e (EB) B 1.596 Jt BERE FLUR], 凝 胶 成 像 系统 
( GelDoc2000, Bio-Rad, USA) 观察 靶 标 DNA AF. 
1.4 PCR 产物 的 回收 及 克隆 测序 

紫外 灯 下 切割 回收 目标 PCR 产物 , 将 各 片段 回 
收 产 物 与 pMDI8-T 载体 (TaKaRa) 160 连接 过 夜 , 再 
转化 到 感受 态 大 肠 杆菌 中 (菌株 为 JM109 ) 转化 子 
T$ 50 pg/mL 的 须 下 抗 性 的 LB 培养 基 上 37 必 倒置 
恒温 培养 16 h, 筛选 阳性 克隆 , 随机 挑选 3 个 阳性 元 
隆 送 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 测序 。 

1.5 序列 分 析 

将 所 得 到 的 序列 在 美国 国家 生物 技术 信息 中 心 
(NCBI) 网 站 上 进行 序列 比 对 ,以 确定 所 得 到 的 是 
否 为 Wolbachia 的 基因 序列 并 提交 注册 。 使 用 
DNAMAN 软件 分 别 比 较 各 地 区 的 Wolbachia 的 16S 
rRNA, fisz 及 wsp3 段 基因 序列 的 同 源 性 和 差异 性 。 
利用 Clustal X 软件 分 别 对 所 测 得 的 中 国 柑 村 木下 
体内 感染 的 Wolbachia 的 16S rRNA, fisZ 及 wsp 基 
因 序 列 和 其 他 昆虫 体内 已 确定 所 属 组 群 的 
Wolbachia 的 16S rRNA, fisZ 及 wsp 基因 序列 进行 分 
析 排 序 , 然后 输入 MEGA4. 0.1, 建立 NJ 系统 树 。 
各 个 分 文 的 bootstrap 置信 和 度 用 1 000 次 目 导 复制 来 
评价 , 建立 系统 发 育 树 ， 以 确定 本 实验 中 Wolbachia 
的 进化 地 位 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 PCR 扩 增 结果 

利用 16S rRNA, fisZ 和 wsp 3 个 基因 的 通用 引 
物 稳定 地 从 5 SHE TEAR LE. DNA 中 分 别 扩 
增 出 约 900 bp, 1 000 bp 和 600 bp 的 片段 , IJL 
个 不 同 来 源 的 亚洲 柑 桂 木 虱 体 内 都 存在 Wolbachia 
感染 。 经 克隆 测序 , 3 种 引物 对 5 个 地 理 种 群 的 亚 
DNA ta AR BUA AY Wolbachia 的 3 段 基因 的 扩 增 片段 


1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 





图 1 HERBE Wolbachia 的 16S rRNA 及 fisZ 基因 
PCR 特异 性 扩 增 
PCR amplification of the 16S rRNA and fisZ gene 
from Wolbachia in Diaphorina citri 

M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker Il ; 1 —5: fisZ 
gene; 6 — 10; 16S rRNA gene: 1,6; 北海 Beihai population; 2,7: 
柳州 Liuzhou population; 3,8: 深圳 Shenzhen population; 4,9: BH 
春 Yangchun population; 5,10; 福州 Fuzhou population. 


Fig. 1 


2.3 序列 分 析 及 系统 发 育 树 的 建立 

将 所 测 得 的 序列 在 美国 国家 生物 技术 信息 中 心 
( NCBI) 网 站 上 进行 BLAST, 发 现 测 得 的 16S rRNA, 
fisz 和 wsp 基因 序列 与 GenBank 中 注册 的 众多 
Wolbachia 的 16S rRNA, fisZ 和 wsp 基因 序列 的 同 源 
性 均 达 98% 以上, 可 以 确认 本 实验 得 到 的 序列 为 
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均 分 别 为 896 bp, 1 043 bp #1599 bp, 3 段 基因 在 
NCBI 上 的 登录 号 分 别 为 ，16S_ rDNA (BH: 
GU563888，LZ，GU3889，FZ，GU563890，YC， 
GU563891; SZ; GU563892) ; fisZ (BH: CU480075; 
LZ. GU480073; FZ: GU480076; YC: GU480077; 
SZ. GU480074 ); wsp ( BH: GQ385974; LZ: 
GUA488070; FZ: GU488071; YC: GU488072; SZ: 
6GQ385975) 。 不 同 地 区 来 源 的 Wolbachia 1 3$ Fr Ez 
大 小 没有 差异 (图 1, 2)。 


M 1 2 3 4 5 6 





图 2 ” 柑 桔 木 剧 体内 Wolbachia 的 wsp 基因 

PCR 特异 性 扩 增 

Fig. 2 PCR amplification of the wsp gene from Wolbachia 
in Diaphorina citri 

M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker I; 1: 北海 
Beihai population; 2: 柳州 Liuzhou population; 3: 深圳 Shenzhen 
population; 4: 阳春 Yangchun population; 5: 福州 Fuzhou 
population; 6; 空白 对 照 ( 水 ) Blank control ( H50) 


Wolbachia 的 16S rRNA, fisZ 和 wsp 基因 序列 , 将 5 
AS AS [Fy He AH AG RN LT ti? Wolbachia 的 16S rRNA, 


fisz 和 wsp 基因 序列 分 别 使 用 DNAMAN 软件 进行 


比 对 得 出 , 不 同 地 区 之 间 3 有 段 基因 同 源 性 高 达 99% 
WE, 不 存在 明显 差异 ( 表 2 ~4) o 


R2 由 通用 引物 分 别 在 S$ 个 不 同 地 区 种 群体 内 扩 增 出 的 Wolbachia 株 16S rRNA 的 基因 序列 同 源 性 ( 96 ) 
(下 三 角 ) 和 差异 性 ( %) (上 三 角 ) 
Table2 The homology (%) (below the diagonal) and diversity ( c) (above the diagonal) of 16S rRNA sequences 
amplified by universal primers from five different geographic populations 


基因 Gene BH FZ 
BH - 0.22 
FZ 99.78 - 
LZ 100 99.78 
YC 99.78 100 
SZ 99.78 100 


LZ YC SZ 

0 0.22 0.22 
0.22 0 0 

- 0.22 0.22 
99. 78 - 0 


99. 78 100 - 
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表 3 由 通用 引物 分 别 在 5 个 不 同 地 区 种 群体 内 扩 增 出 的 Wolbachia th fisz 的 基因 序列 同 源 性 ( 96 ) 
(下 三 角 ) 和 差异 性 ( %) (上 三 角 ) 
Table 3 The homology ( % ) ( below the diagonal) and diversity ( c) (above the diagonal) of 


ftsZ sequences amplified by universal primers from five different geographic populations 


基因 Gene BH FZ 
BH - 0.48 
FZ 99.52 - 
LZ 99. 62 99. 52 
YC 99, 42 99. 33 
SZ 99.42 99. 33 


LZ YC SZ 
0. 38 0.58 0.58 
0.48 0. 67 0.67 

- 0. 58 0. 58 
99, 42 - 0. 77 
99, 42 99. 23 - 


表 4 由 通用 引物 分 别 在 5 个 不 同 地 区 种 群体 内 扩 增 出 的 Wolbachia 株 wsp 的 基因 序列 同 源 性 ( 96 ) 
(下 三 角 ) 和 差异 性 ( %) (上 三 角 ) 
Table 4 The homology ( % ) (below the diagonal) and diversity ( c) (above the diagonal) of 


wsp sequences amplified by universal primers from five different geographic populations 


Gene BH FZ 
BH - 0 
FZ 100 - 
LZ 100 100 
YC 100 100 
SZ 99. 83 99. 83 


本 研究 所 得 的 16S rRNA, fisz 和 wsp 基因 序 
列 与 GenBank 数据 库 登 录 的 各 组 群 中 具有 代表 性 
的 16S rRNA, fisz 和 wsp 基因 进行 聚 类 分 析 得 到 3 
个 NJ 系 统 发 育 树 ,从 3 段 不 同 基因 的 系统 发 育 树 
的 拓扑 结构 可 以 看 出 , SS AN E He K K E w H 
KEAN RRA Wolbachia 归 在 一 个 组 内 , 同属 于 
B 大 组 。 根 据 wsp 基因 建立 的 系统 发 育 树 表明 5 
个 地 区 的 柑 桂 木 虱 属于 B 组 的 Con 亚 组 ( 表 53， 
图 3 ~5)。 


3 讨论 


Wolbachia 不 仅 在 目 然 界 中 分 布 广泛 ， 而 且 种 
类 品系 繁多 。 由 于 它 对 宿主 特殊 的 生殖 调控 作用 ， 
近年 来 对 Wolbachia 的 研究 已 成 为 生命 科学 领域 的 
热点 之 一 。 随 着 研究 的 不 断 深入 ，Wolbachia 与 其 
宿主 之 间 的 相互 关系 将 被 不 断 地 丰富 和 发 展 。 利 用 
Wolbachia 对 和 宿主 的 生殖 调控 作用 将 为 昆虫 性 别 决 
定 系统 上 的 快速 进化 、 植 物 病害 传播 媒介 昆虫 的 综 
合 防 治 等 提供 新 的 研究 思路 和 方法 。 


LZ YC SZ 
0 0 0.17 
0 0 0.17 
- 0 0.17 
100 - 0.17 
99. 83 99. 83 - 


本 研究 利用 3 段 不 同 基因 分 别 对 来 自 于 中 国 树 
桂 主 产地 的 5 个 地 区 的 柑 桔 木 乔 携 审 的 Wolbachia 
进行 了 分 析 , ZR don E B RH fi ZR Le oh Sd 
Wolbachia, E&F 3 个 基因 序列 构建 的 系统 发 育 树 均 
eA He AR BUA Wolbachia 属于 B 大 组 , 5 个 地 
DC AAT AG AR BU P Wolbachia 的 16S rRNA, fisZ 和 
wsp 基因 序列 没有 明显 差异 。 分 析 这 种 无 差异 的 原 
， 可 能 与 样品 来 源 柑 桂 木 异 生活 地 区 的 地 理 位 置 
和 气候 差异 小 而 未 形成 明显 的 地 理 种 群 有 关 ; 也 可 
能 是 因为 中 国 柑 棒 木 乔 种 类 单一 ,寄主 本 刁 不 存在 
差异 , 共生 参与 昆虫 之 间 长 期 共存 形成 协同 进化 天 
R, 而 使 Wolbachia 在 柑 桔 木 避 体内 未 形成 不 同 的 
种 群 差异 。 

柑 桔 木 乔 是 传播 柑 桔 黄龙 病 的 重要 昆虫 媒介 ， 
本 实验 研究 显示 ,中 国 南方 柑 桂 木 蛋 体 内 感染 的 
Wolbachia 属于 B 大 组 的 Con MF 2H, me Zhou 等 
(1998) 检测 的 具有 代表 性 的 28 个 Wolbachia 品系 
中 , 2 个 属于 Con FHH Wolbachia 品系 均 对 寄主 具 
有 诱导 细胞 质 不 亲 和 ( CD) 的 生殖 调控 作用 , 在 中 国 
3 f$ aub Wolbachia 也 属于 Con NEZH , 26 
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配 结果 显示 符合 CI 表现 规律 ( 甘 波 谊 等 ,2002 ) 。 
因此 我 们 推断 柑 桔 木 乱 内 的 Wolbachia 有 可 能 同样 
具有 类 似 的 生殖 调控 作用 , 但 这 还 需要 进一步 的 研 
究 验证 。 如 果 确 实 是 这 样 , 通过 分 析 Wolbachia 与 
柑 桔 木 虱 的 协同 进化 、 相 互 关系 , AT ARIE READ 
木 避 防治 的 新 途径 。- 方 面 可 以 对 木 虱 体 内 的 共生 
菌 Wolbachia 进行 改造 使 其 携带 黄龙 病菌 抗体 基因 ， 
当 工程 木 乔 在 群体 中 扩散 并 达到 一 定 的 种 群 密度 
时 , 使 其 病菌 抗体 基因 在 群体 中 得 以 大 量 表达 ， 于 


是 逐步 减弱 木 避 的 携 毒 能 力 , mA BELT OR BL al 
的 传播 ; 男 一 方面 通过 Wolbachia 对 窒 主 的 特殊 生 
殖 调 控 如 诱导 细胞 质 不 亲 和 等 作用 来 控制 柑 桔 木 避 
种 群 数量 、 以 达到 控制 传播 媒介 进而 切断 传播 途径 
的 作用 。Wolbachia 到 底 能 否 影响 柑 桂 木 虱 的 生殖 
调控 , 是否 真 具 有 CI 作用 ; Wolbachia TETH Ti A 
中 是 否 存 在 着 垂直 传播 等 ,很 多 有 关 Wolbachia 的 
具体 的 分 子 生物 学 机 制 还 有 待 进一步 曾 明 。 


表 5 用 于 构建 系统 发 育 树 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序列 信息 


Table 5 Wolbachia group nomenclature and their GenBank accession numbers 


组 亚 组 寄主 /Wolbachia 品系 对 寄主 作用 GenBank 登录 号 
Group Subgroup Host/ Wolbachia strain Action for hosts GenBank accession no. 
A Mors Glossina morsitans/wMors 7 AF020078 
Mel Drosophila melanogaster ( Aub) /wMel CI AF020063 
Drosophila melanogaster ( Cairns ) /wMeles NE AF020064 
Drosophila simulans ( Coffs Harbour) /wCof NE AF020067 
Pap Phlebotomus papatasi/wPap 7 AF020082 
Ri Drosophila simulans ( Riverside) /wRi CI AF020070 
Aus Glossina austeni/w Aus 7 AF020077 
Ha Drosophila simulans ( Hawaii strain) /wHa CI AF020068 
Uni Muscidifurax uniraptor/w Uni T AF020071 
AlbA Aedes albopictus/wAlbA CI AF020058 
Dro Trichopria drosophilae/wDro CI AF071910 
Kue Ephestia kuehnlella/wKue 7 AF071911 
B Con Tribolium confusum/wCon CI AF020083 
Laodelphax striatellus/wStri CI AF020080 
Pip Aedes albopictus ( Houston strain )/wAlbB CI AF020059 
Drosophila simulans ( mauritiana )/wMa NE AF020069 
Culex pipiens ( ESPRO strain) /wPip CI AF020061 
Ori Tagosedex orizicolus ( Delphacidae) /wOri CI AF020085 
Dei Trichogramma deion ( Texas 203 )/wDei T AF020084 
Kay Trichogramma kaykai ( JT6-3) /wKayB T AF071924 
Vul Armadillidium vulgare/wVul F AF071917 
For Encarsia formosa/wFor ? AF071918 
Sib Trichogramma sibericum ( SIB) /wSib T AF071923 
Div Apoanagyrus diversicornis/wDiv F AF071916 


Cl; 细胞 质 不 亲 和 Cytoplasmic incompatibility; F: 孤 雌 生殖 Feminization; NE: 没有 作用 或 者 是 对 CI 的 营救 作用 No effect or rescue effect of CI; 


T: REDUZ Thelytoky; ?: 未 知 Unkown. 
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79 | Diapharina citri from Beihai 
64 Diapharina citri from Liuzhou 
76 D. citri (Japan)AB038370 
D. citri (Florida)EF433793 
76 Diapharina citri from Shenzhen 
83 Diapharina citri from Yangchun 
98 Diapharina citri from Fuzhou B 
Gryllus integer U83094 
m Trichogramma cordubensis L02883 
66 49 Culex pipiens x61768 
60 Gryllus pennsylvanicus U83090 
63 Tribolium confusum x65674 


68 
88 Phlebotomus papatasi U80584 


Drosophila sechellia U17059 


Diaea sp. wDiaspp2 AY486070 
64 Mesaphrura macrochaeta AJ422184 
72 Folsomia candida AD179630 
68 Zootermopsis angusticollis AY764279 
94! Zootermopsis nevadensis AY764280 
76 Muscidifurax unirapteor (L02882) 
Diabrotica cristata (AY007550) 
68 Drosophila melanogaster (Z28983) 


Drosophila simulans AY227742 
66 Afrocimex constrictus DQ399339 
66 ! Aphytis diaspidis X87407 
Brugia malayi AF051145 
84 Litomosoides sigmodontis AF069068 
16 Kalotermes flavicollis Y11377 
39 Microcerotermes spp. AJ292347 
Mansonelia ozzardi AJ279034 
85 Dirofilaria repens AJ276500 
98 Dirofilaria immitis AF088187 
81 Onchocerca gutturosa AJ276498 


63 Onchocerca ochengi AJ010276 
0.005 


图 3 基于 16S rRNA ZEA IE DIR AGRAR P Wolbachia 的 系统 进化 关系 示意 图 
Fig. 3 Phylogenetic tree of Wolbachia in Diaphorina citri based on the 16S rRNA gene sequences 


具 下 划 线 者 为 本 实验 所 测定 的 种 群 ; 图 4, 5 fH]; The populations underlined are examined in this study. The same for Figs. 4 and 5. 


本 实验 所 采集 的 亚洲 柑 桔 木 乱 当 中 , 广西 北海 RR BT ad, RI. eU 3 个 地 
和 广东 阳春 的 木 剧 均 采 目 HLB 发 病 果 园 。 根 据 本 ”区 的 柑 桔 木 乔 未 感 当 病原菌， 因此 , 柑 桔 木 乱 体内 
实验 室 建立 的 柑 桔 黄龙 病菌 的 实时 荧光 定量 PCR ”亚洲 万 皮 杆菌 和 Wolbachia 之 间 及 其 与 寄主 相互 作 
检测 体系 (Wang et al., 2006) XE 5 个 地 区 的 亚洲 柑 ” 用 和 影响 也 有 符 深 入 研究 。 
桂 木 虱 检 测 的 结果 表明 北海 和 阳春 的 柑 枯木 虱 确实 
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38r— Diapharima citri (Fuzhou) 
23 Diapharima citri (Liuzhou) 
43] Diapharima citri (Yangchun) 
31}! Diapharima citri (Beihai) 


Diapharima citri (Shenzhen) 


33 — Tribolium confusum DQ842337 


39 


65 | |, Nasonia giraulti U28203 


P 3.— Cluex pipens U28209 
100 Trichogramma cordubensis U95752 


Gryllus pennslvanicus U28195 
3 Gryllus integer AF011269 


39 Gryllus rubens U83102 
99, Zootermopsis angusticoilis AY 764283 } H 
Zootermopsis nevadensis AY 64284 
79 Phlebotomus papatasi U80585 
Drosophila melanogaster DQ842340 
27 58, Drosophila simulans DQ842323 A 
82 | Drosophila sechellia DQ235349 
49 |- Thecodiplosis japonensis AF220605 
33 Nasonia vitripennis U28188 
39 — Muscidifurax uniraptor U28186 
Mesaphorura italica AJ575103 

56 Folsomia candida AJ509028 ] E 

75 Onchocerca ocheng AJ010268 

96 Onchocerca gibsoni AJ010267 
88 Onchocerca gutturosa AJ010266 C 

Dirofilaria repens AJ010273 
73 Dirofilaria immitis AJ010272 
48 100 | Litomosoides sigmodontis AJ010271 } D 
Brugia malayi AJ010269 
58 Cimex lectularius AY316362 
Blattella sp. DQ457400 

l Mansonella sp. AJ628414 F 

4l Hapithus agitattor DQ536100 

50 Kalotermes flavicollis AJ292345 
m 34 Microcerotermes spp. AJ292346 
0.005 


图 4 ”基于 fisz 基因 序列 的 亚洲 柑 桔 木 乔 体内 Wolbachia 的 系统 进化 关系 示意 图 


Fig. 4 Phylogenetic tree of Wolbachia in Diaphorina citri based on the ftsZ gene sequences 
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Diapharina citri (Liuzhou 


75 | Diapharina citri (Yangchun) 


92 || Diapharina citri (Beihai) 


H Diapharina citri (Fuzhou) Con 
86 Diag harina citri (Shenzhen) 
Tribolium confusum AF020083 
99 Laodelphax striatellus AF020080 
Trichogramma deion (Texas 203) AF020084 Dei 
99 Trichogramma sibericum (SIB) AF071923 Sib B 
87L Trichogramma kaykai (JT6-3) AF071924 Kay 
Apoanagyrus diversicomis AF071916 Div 
51 Drosophila simulans (mauritiana) AF020069 
99 |L—Aedes albopictus (Houston strain) AF020059 Pip 
80 Culex pipiens (ESPRO strain) AF020061 

Armadillidium vulgare AF071917 Vul 

91 Tagosedex orizicolus (Delphacidae) AF020085 Ori 

99 Encarsia formosa AF071918 For 

Trichopria drosophilae AF071910 Dro 
99 Phlebotomus papatasi AF020082 Pap 
94 Drosophila simulans (Hawaii strain) AF020068 Ha 
" Glossina austeni AF020077 Aus 
Drsophila simulans (Riverside) AF020070 Ri 
" 95, Drsophila melanogaster AF020063 A 
98 99 L Drsophila simulans (Coffes Harbour) AF020067 Mel 

Drsophila melanogaster AF020064 

95 Aedes albopictus AF020058 AIbA 

67 Muscidifurax uniraptor AF020071 Uni 
85 Glossina morsitans AF020078 Mors 
| 96 Ephestia kuehnlella AF071911 Kue 


0.02 


图 5 基于 wsp EARS AR UAR Wolbachia 的 系统 进化 关系 示意 图 


Fig. 5 Phylogenetic tree of Wolbachia in Diaphorina citri based on the wsp gene sequences 
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